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Abstrakt:  
Tato disertační práce je zaměřená na studium vlastností buněk neurální lišty a 
mechanismů, které se podílejí na jejím vývoji. Je založená na čtyřech originálních 
publikacích, z nichž dvě se neurální liště věnují v celém rozsahu. 
V první z těchto prací jsme ukázali, že transkripční faktor C-MYB je exprimován ve většině 
buněk vyvíjejícího se kuřecího embrya, přičemž v oblastech neurálních valů a migrujících 
buňkách NL je hladina jeho exprese zvýšená. Další experimenty ukázaly, že zvýšená 
intracelulární hladina c-Myb ovlivňuje jak indukci tak epitelo-mesenchymovou transformaci 
buněk NL a že c-Myb je součástí signalizační kaskády BMP4.   
Další publikace se věnuje časoprostorové specifikaci podél antero-posteriorní osy 
v končetinovém pupenu, tj. mechanismu, který se významně uplatňuje i při vývoji NL. 
Ukázali jsme, že delece regulačního úseku genu pro Plzf vede ke snížení jeho exprese 
v končetinových pupenech a následné anteriorní expansi expresních domén jeho cílových 
genů, tj. Hoxd10-13, v zadních končetinových pupenech. To vyústí ve vývoj přídavných 
prstů.  
Třetí publikace se věnuje určení vývojového původu mediálního okraje lopatky u savců. 
Ukázali jsme, že její původ tkví v somitech nikoliv v NL.  
V poslední práci jsme se zabývali studiem kmenových buněk NL izolovaných z vlasových 
folikulů dospělého člověka. Ukázali jsme, že tyto buňky exprimují markery kmenových 
buněk NL i obecné markery „kmenovosti“, jsou schopné sebeobnovy a diferenciace do 
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některých derivátů NL. Vzhledem ke snadné dostupnosti zdrojové tkáně by tak mohly být 
vhodným kandidátem pro regenerativní medicínu. 
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Abstract:  
This PhD thesis focuses on the study of neural crest (NC) properties and mechanisms 
regulating its development. It is based on four original papers, two of which are wholy 
concerning NC. 
In the first project we showed that transcription factor C-MYB is expressed in majority of 
cells in the developing chick embryo. Its expression level is elevated in neural folds and 
migrating NC cells. Other experiments showed that this elevated level of intracellular c-Myb 
influences induction and epithelial-mesenchymal transformation of NC cells, and that c-Myb 
lies within the BMP4 signalling cascade.  
In the second project we explored the spatio-temporal specification along the antero-
posterior axis of the limb bud - a mechanism significantly regulating also NC development. 
We showed that deletion of regulatory element of Plzf transcription repressor gene caused 
decrease of Plzf expression in the limb buds followed by anterior expansion of its downstream 
genes (Hoxd10-13) expression domains only in the hind limb, with a resulting additional 
finger. 
The third paper studies developmental origin of medial border of mammalian scapula. We 
showed that its cells originate from somites and not in NC. 
In the last project we studied NC stem cells isolated from human adult hair follicles. These 
cells express NC stem cell as well as general „stemness“ markers. They are able to self-renew 
and differentiate into some of NC progeny. Therefore these „epidermal“ NC stem cells could 
represent a good candidate for stem cell therapy and regenerative medicine. 
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Seznam zkratek a vysvětlivky 
A-P  - antero-posteriorní 
dpc  -  dní post coitum  
EMT - epitelo-mesenchymová transformace 
EPI-NCSCs - epidermal neural crest stem cells = kmenové buňky NL lokalizované  
   v epidermis 
HH  -  označení vývojových stádií podle Hamburgera a Hamiltona 
Lx/Lx - potkan homozygotní pro Lx mutaci 
NC  - neural crest 
NL  - neurální lišta 
npn  -  neuropilin 
PCR - polymerásová řetězová reakce 
plzf
-/-
  - myš s vyřazeným genem pro plzf 
RT  -  reversní transkripce 
sema - semaforin 
 
Názvy všech genů jsou psány kursivou. Použití velkých či malých písmen v názvu genů je 
dáno organismem, jemuž příslušné geny náleží (viz database UniGene na 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=unigene). U ptačích a lidských genů jsou 
všechna písmena velká. U myších a potkaních genů je první písmeno velké, ostatní malá. U 
drápatky jsou všechna písmena malá. Ve společném Přehledu problematiky jsou shrnuty 
poznatky, kterých bylo dosaženo na různých modelových organismech. Pro zjednodušení je 
zde používáno označení, které se používá u hlodavců. 
 
Příklad: 
C-MYB  - označení lidského a ptačího genů pro c-Myb 
c-Myb  - označení genu pro c-Myb u hlodavců  
c-myb  - označení genu pro c-Myb u drápatky 
c-Myb  - označení proteinu 
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1. ÚVOD 
Na anatomickém ústavu 1. lékařské fakulty Univerzity Karlovy v Praze, v Laboratoři pro 
molekulární embryologii, kterou vede můj školitel prof. Grim, má studium vlastností buněk 
NL a mechanismů, které ovlivňují její vývoj, dlouholetou tradici.  
První práce, která zde byla v roce 1990 na téma NL publikována (Halata et al., 1990), se 
zabývala původem míšních obalů, obalů periferních nervů a mechanoreceptorů v kůži, včetně 
Merkelových buněk. Řešení této problematiky umožnila konstrukce embryonálních chimér 
japonské křepelky a bílé leghornky. V těchto chimérách lze identifikovat původ buněk a 
sledovat jejich osud díky charakteristické distribuci heterochromatinu v jádrech buněk 
japonské křepelky (Le Douarin, 1971). Zavedení transgenních technologií, které umožňují 
genetické značení konkrétních buněčných linií pomocí reportérových genů, umožnilo rozšířit 
problematiku vývojového osudu buněk NL i na savčí model. 
Využití Wnt1-cre/R26R myši, která má permanentně značeny všechny buňky pocházející 
z NL, naznačilo, že vlasový folikul obsahuje nejen diferencované Merkelovy buňky a 
melanocyty, ale též jejich prekursory. V roce 2004 pak M. Sieber-Blum ve spolupráci s naší 
laboratoří publikovala sdělení, ve kterém ukázala, že v oblasti vyklenutí vlasového folikulu 
sídlí kmenové buňky NL (Sieber-Blum et al., 2004). 
Po mém příchodu na Anatomický ústav zde byla vybudována laboratoř tkáňových kultur, 
kde jsem po krátké stáži v laboratoři M. Sieber-Blum v USA zavedla kultivaci kmenových 
buněk NL izolovaných z vlasových folikulů získaných z lidských kožních biopsií. Výsledky 
této práce jsou součástí předkládané disertace. Poté, co naše laboratoř a zvěřinec získaly po 
mém příchodu akreditaci pro práci s geneticky modifikovanými organismy, bylo možné 
zavést chov transgenních myší a připravovat plasmidy, které slouží jako matrice pro přípravu 
RNA sond pro in situ hybridizaci. Tím bylo rozšířeno spektrum molekulárně-biologických 
metod, které se v této laboratoři používají. Tyto metody byly použity i pro získání výsledků, 
které jsou předloženy v této disertační práci. 
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2. PŘEHLED PROBLEMATIKY – VÝVOJ NL 
Neurální lišta byla poprvé popsána v kuřecím embryu švýcarským embryologem 
Wilhelmem Hisem v roce 1868 jako pruh buněk ležící mezi neurální ploténkou a 
ektodermem. His ji označil jako „Zwischenstrang“. Termín neurální lišta (neural crest) zavedl 
v roce 1879 Arthur Milnes Marshall.  
Jedná se o přechodnou embryonální strukturu, která se vyskytuje pouze u podkmene 
craniata, jehož příslušníkům umožnila vývoj kraniofaciálního skeletu, a tím aktivní 
predátorský způsob života. Některými autory je dokonce považována za čtvrtý zárodečný list 
(Hall, 2000), který stejně jako mesoderm vzniká velmi záhy během gastrulace z epiblastu a 
dává vznik různým buněčným typům.   
Během vývoje NL dochází k několika klíčovým událostem, které jsou rozebrány 
v následujících kapitolách. Jedná se o indukci, epitelo-mesenchymovou transformaci, migraci, 
diferenciaci a také specifikaci podél kraniokaudální osy. Formát disertační práce nicméně 
nedovoluje detailnější popis, jedná se tedy spíše o stručný přehled těchto událostí a 
mechanismů, které je ovlivňují. 
 
 
2.1. INDUKCE 
 
Dlouho se předpokládalo, že NL je indukována na pomezí neurální ploténky a ektodermu 
na základě interakcí mezi těmito dvěma tkáněmi a mesodermem (pro přehled Moury a 
Jacobson, 1990; Liem et al., 1995; Selleck a Bronner-Fraser, 1995). Nicméně Basch et al. 
(2006) ukázali, že u kuřecího embrya dochází k determinaci NL již během gastrulace, 
nezávisle na mesodermu a neurální ploténce. Oblast mediálního epiblastu již ve stadiu HH3-4 
(podle Hamburgera a Hamiltona, 1951) je in vitro, v prostředí prostém neurálních či 
mesodermálních signálů, schopná produkovat buňky NL.  
Tyto výsledky rovněž naznačují, že vytvoření formální hranice mezi neurální ploténkou a 
ektodermem není nutnou podmínkou pro specifikaci a indukci NL a že vytvoření této hranice 
a indukce NL jsou navzájem nezávislé. To je v souladu s výsledky experimentu, ve kterém 
zvýšení exprese Dlx5 vedlo k vytvoření ektopické hranice neurální ploténky, ale nebylo 
schopné indukovat NL (McLarren et al., 2003). 
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Řada dřívějších prací nicméně ukazuje, že kompetenci k tvorbě NL si neuroektoderm a 
přilehlý ektoderm uchovávají déle a že vzájemná interakce těchto dvou tkání vede k indukci 
prekursorů NL (Moury a Jacobson, 1990; Liem et al., 1995; Selleck a Bronner-Fraser, 1995). 
Kompetenci odpovídat na induktivní signály, které přicházejí z ektodermu, si buňky neurální 
ploténky kuřete uchovávají do stadia HH10. Oproti tomu ektoderm si uchovává schopnost 
indukovat NL v kompetentní neurální ploténce déle, minimálně do stadia HH20 (Basch et al., 
2000). Experimenty využívající chimér pigmentovaného a nepigmentovaného axolotla dále 
ukazují, že NL může být tvořena jak buňkami prospektivní epidermis, tak buňkami naivní 
neurální ploténky. Buňky původem z neurální ploténky přitom tvoří zejména melanocyty, 
zatímco buňky pocházející z ektodermu prospektivní epidermis tvoří buňky ganglií hlavových 
nervů (Moury a Jacobson, 1990).   
V indukci NL hraje úlohu řada signálních molekul. Proteiny z rodin BMP a WNT jsou 
schopné nahradit indukční působení ektodermu na neuroektoderm (Liem et al., 1995; Garcia-
Castro et al., 2002). Basch et al. (2006) potvrdili, že proteiny těchto dvou rodin hrají 
nezbytnou roli v indukci NL již během gastrulace, neboť inhibice jejich funkce snižuje 
expresi Pax7, který je pro vývoj NL rovněž nezbytný. Počínaje gastrulou až do stadia neuruly 
koreluje expresní doména Bmp4 s oblastí presumptivní NL. Exprese Bmp4 začíná ve stadiu 
HH3-4 a předchází expresi Pax7 (Ezin et al., 2009), který je exprimován rovněž v oblasti 
presumptivní NL (HH4+) a jehož exprese dále pokračuje v neurálních valech a migrujících 
buňkách NL. Další studie ukazují, že v indukci NL hrají důležitou roli Notch (Cornell a Eisen, 
2000; Endo et al., 2002) a proteiny z rodiny FGF (Monsoro-Burq et al., 2003; LaBonne a 
Bronner-Fraser, 1998). 
Gammill a Bronner-Fraser (2002) a Adams et al. (2008) využili možnosti in vitro indukce 
NL při vzájemné interakci neurální ploténky a ektodermu, aby stanovili geny, jejichž exprese 
je indukcí spuštěna. Vzájemným srovnáním cDNA knihoven z konjugátů ploténky a 
epidermis (v nichž došlo k indukci NL) s knihovnami samotné ploténky a samotné epidermis 
identifikovali 183 genů, které byly exprimovány pouze v konjugátech, a jsou tedy výsledkem 
indukce NL (viz doplňující tabulku S3 v publikaci 3.4.).  
 
 
2.2. EPITELO-MESENCHYMOVÁ TRANSFORMACE  
 
V průběhu neurulace dochází k postupnému prohýbání neurální ploténky a neurální valy, 
které obsahují prekursory NL, se zvedají a postupně se k sobě přibližují, až splynou a vytvoří 
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cylindrickou neurální trubici. Tento proces vykazuje kraniokaudální gradient, začíná 
v hlavové oblasti a pokračuje kaudálně. Prekursory NL procházejí ke konci neurulace epitelo-
mesenchymovou transformací (EMT), která je zakončena jejich emigrací z epitelově 
uspořádaných okrajů neurálních valů a neurální trubice. Během tohoto děje se objevují určité 
mezidruhové rozdíly a současně i rozdíly mezi oblastí hlavy a trupu (Chan a Tam, 1988; 
Tosney, 1982). Buňky podstupující EMT mění morfologii i repertoár exprimovaných genů 
(pro přehled viz Duband, 2006; Kuriyama a Mayor, 2008; Acloque et al., 2009).  
Při navození EMT hraje důležitou úlohu řada signálních molekul, které se uplatňují již při 
indukci NL. V oblasti trupu vysílají somity signály k prekursorům NL v dorsální části 
neurální trubice, což vede k snížení exprese Nogginu, aktivaci BMP signalizace a zvýšení 
exprese Wnt, což vyústí v delaminaci buněk NL (Burstyn-Cohen et al., 2004). Byla popsána i 
řada dalších proteinů, jejichž koordinované působení je pro EMT buněk NL nezbytné. Jedná 
se zejména o SoxE (Sox8,9,10), Foxd3 a Snai1 a 2 (Cheung et al., 2005), Pax3, AP-2, Zic, c-
Myc, Rhob (pro přehled Meulemans a Bronner-Fraser, 2004). 
Důležitým předpokladem EMT je změna v mezibuněčných interakcích spojená se ztrátou 
těsných spojení mezi epitelově uspořádanými buňkami. Mesenchymový fenotyp buněk NL se 
vyznačuje přítomností „gap junctions“. Mezi hlavní proteiny gap junctions patří connexiny, 
v migrujícíh buňkách NL pak zejména connexin43, který umožňuje mezibuněčnou 
komunikaci (Lo et al., 1997). Dále dochází při EMT ke změně v buněčné adhesi. Ta je 
spojená se změnou v expresi cadherinů typu I za cadheriny typu II. Cano et al. (2000) ukázali, 
že transkripční faktor Snai1 se váže přímo do konzervované sekvence E-box v promotoru E-
cadherinu a reprimuje jeho transkripci, což je důležitým předpokladem pro přechod od 
epitelového uspořádání k mesenchymovému fenotypu. Myší embryo s vyřazeným genem pro 
Sip-1 (represor E-cadherinu), které vykazuje trvalou expresi E-cadherinu jak v ektodermu, 
tak v neurální ploténce, má zablokovanou delaminaci buněk NL v oblasti hlavy (Van de Putte 
et al., 2003). Obě tato pozorování potvrzují roli represe E-cadherinu pro EMT buněk NL. 
Kromě E-cadherinu je nutné snížení hladiny N-cadherinu (Shoval et al., 2007) a u kuřete 
cadherinu-6B, jehož expresi reprimuje Snai2, což potvrzuje význam tohoto transkripčního 
faktoru pro EMT (Taneyhill et al., 2007). Když buňky opustí neurální trubici, spustí se 
exprese cadherinů 7 (Nakagawa a Takeichi, 1998) a 11 (Vallin et al., 1998).  
V průběhu EMT procházejí buňky NL řadou dalších změn, které se týkají interakcí 
s extracelulární matrix a u nichž se předpokládá, že napomáhají uvolnění těchto buněk 
z neuroepitelu. Podstata těchto změn nicméně není zatím dostatečně objasněná. Pro 
delaminaci buněk NL je nezbytný rozklad basální membrány na povrchu neuroektodermu 
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(Erickson a Perris, 1993). Významnou úlohu při tom pravděpodobně hraje matrix 
metaloproteinasa MMP2, která se podílí na degradaci různých proteinů extracelulární matrix 
(Parsons et al., 1997). MMP2 je exprimována několika typy buněk během EMT. Její expresi 
reguluje Snai1 (Kuphal et al., 2005) a specifické zablokování její translace v dorsální části 
neurální trubice naruší EMT buněk NL (Duong a Erickson, 2004). 
 
2.3. MIGRACE 
 
Ve chvíli, kdy buňky projdou EMT, začnou migrovat do hlavové oblasti a trupu. V oblasti 
mozkového kmene je migrace buněk NL do periferie primárně dána segmentací hlavové 
neurální trubice. Naproti tomu v trupu není neurální trubice segmentována a segmentální 
uspořádání migrujících proudů buněk NL je dáno segmentálním uspořádáním paraaxilního 
mesodermu.   
V hlavové oblasti časného embrya emigrují buňky NL subektodermálně do nasofrontálního 
a nasolaterálního výběžku a do faryngových oblouků. Signály přicházející z přilehlého 
hlavového mesodermu vedou k rozdělení migrujících buněk z rhombencephala a zadní části 
mesencephala do tří oddělených proudů přilehlých k sudým rhombomerám (Trainor et al., 
2002). V souvislosti s tím v oblastech přilehlých k rhombomerám 3 a 5 nemigrují žádné 
buňky NL. Lumsden et al. (1991) předpokládali, že buňky NL v rhombomerách 3 a 5 
podléhají apoptose. Nicméně další práce nepotvrdily v rhombomerách zvýšenou apoptosu a 
ani blokování apoptosy nevedlo k narušení segregace migrujících proudů buněk NL (pro 
přehled viz Kulesa et al., 2004). Předpokládá se, že se buňky z  rhombomer 3 a 5 rozdělí a 
část z nich se připojí ke kraniálnějšímu, část ke kaudálnějšímu přilehlému proudu. Každý 
proud tak obsahuje buňky NL ze tří rhombomer a jednotlivé proudy jsou odděleny oblastmi 
bez NL. Toto uspořádání umožňuje separovat migrující populace NL s odlišným Hox kódem 
(Trainor et al., 2002). 
Důležitou úlohu při segregaci jednotlivých proudů hlavové NL hrají Eph receptory a jejich 
ligandy ephriny a semaforiny a jejich receptory. Tyto proteiny jsou exprimovány buď 
migrujícími buňkami, nebo okolním mikroprostředím.  U kuřecího embrya exprimují buňky 
NL specifickou sadu Eph receptorů (EphA3, EphA4, EphA7, EphB1 a EphB3) a EphrinB2. 
Jednotlivé proudy jsou ohraničeny prostředím, ve kterém je přítomen ephrinB1, který 
„odpuzuje“ buňky nesoucí odpovídající Eph receptor (Mellott a Burke, 2008). U myši se 
naopak ephrinB2 vyskytuje v prostředí prostém buněk NL a jeho vyřazení u transgenní myši 
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má za následek ztrátu segregace jednotlivých proudů (Adams et al., 2001). Stejně tak jsou u 
myši Semaforiny (Sema) 3A a 3F exprimovány v lichých rhombomerách a jejich receptory 
neuropilin 1 a 2 (Npn1/2) buňkami NL. Prostředí, v něž se vyskytují semaforiny, působí 
repelentně na buňky nesoucí příslušné receptory. Vyřazení jejich genů pak vede k narušení 
segregace jednotlivých proudů migrujících buněk hlavové NL (Gammill et al., 2007; Schwarz 
et al., 2008). 
Poté, co se buňky hlavové NL dostanou ke svému cíli, je nezbytné, aby ho správně 
osídlily. Nedávné studie ukázaly, že se jedná o vysoce regulovaný proces. K tomu, aby byly 
schopné invadovat do druhého faryngového oblouku, potřebují buňky hlavové NL Npn1 
(McLennan a Kulesa, 2007). Ektoderm tohoto faryngového oblouku totiž exprimuje Vegf, 
který je ligandem Npn1 a představuje silný chemoatraktant pro buňky, které ho exprimují, tj. 
buňky NL (McLennan et al., 2010). Trokovic et al. (2005) ukázali, že podobnou úlohu jako 
VEGF mají i FGFR1 a 2. 
Proud buněk NL pocházející z diencephala a přední části mesencephala osídlí 
nasofrontální a nasolaterální výběžek. Proud buněk, který je přilehlý rhombomeře 2, migruje 
do prvního faryngového oblouku, další, přilehlý k rhombomeře 4, migruje do druhého 
faryngového oblouku a poslední proud buněk NL přispívá třetímu a čtvrtému faryngovému 
oblouku. 
V oblasti trupu vycestují buňky NL nejprve do bezbuněčného prostoru ohraničeného 
neurální trubicí, somitem a překrývajícím ektodermem. Následně se vydají jednou ze tří 
možných cest. Nejprve část buněk migruje ventrálně v mezisomitových prostorech a mezi 
somitem a neurální trubicí (Loring a Erickson, 1987). Po disociaci buněk ventromediální části 
somitu invadují buňky NL do sklerotomu a migrují ventrolaterálně (Loring a Erickson, 1987). 
V poslední fázi migrují dorsolaterálně mezi somitem a ektodermem.  
Časné migrující buňky NL nemohou projít basální laminou epitelově uspořádaného somitu 
(Erickson et al., 1987) ani nastoupit dorsolaterální dráhu (viz níže). Proto je pro ně 
pravděpodobně jedinou možností migrovat pod a mezi somity.  
S další vlnou migrace začnou buňky NL exprimovat Nrp1 a 2. Vzhledem k tomu, že 
dermomyotom exprimuje Sema3A, který se rozšíří do kaudální části sklerotomu, vede 
vzájemné repelentní působení Nrp1 a Sema3A k vytěsnění buněk z mezisomitových prostor a 
migrující buňky NL vstupují do rostrální části sklerotomu (Scharz et al., 2009; Gammill et al, 
2006). Kaudální část sklerotomu exprimuje Sema3F, který rovněž působí repelentně na Nrp2 
exprimující buňky NL. Vyřazení těchto dvou genů vede k tomu, že jsou buňky NL rozšířené 
po celém sklerotomu (Gammill et al., 2006) 
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Buňky sklerotomu exprimují Cxcl12, a aktivně tak přitahují migrující buňky NL, které 
exprimují Cxcr4 (Belmadani et al., 2005). Významnou úlohu hrají také proteiny 
extracelulární matrix, které mají permisivní, pozitivní nebo inhibiční vliv na migraci NL (pro 
přehled viz Gammill a Roffers-Agarwal, 2010). Mezi permisivní proteiny extracelulární 
matrix, které jsou exprimovány podél migračních drah NL v celém embryu, patří fibronektin, 
laminin a kolagen. Umožňují buňkám přichytit se a migrovat, aniž by samy o sobě měly 
naváděcí funkci.  
Úloha ephrinů a jejich receptorů není u trupové NL zcela jasná. U kuřete i myši exprimují 
buňky NL Eph receptory a kaudální část sklerotomu Ephriny (Krull et al., 1997; Wang a 
Anderson, 1997). Zatímco u kuřecího embrya vede přídavek ephrinuB1 in vitro k narušení 
segmentace (Schwarz et al., 1997), nemá vyřazení Eph a Ephrinových genů v transgenní myši 
na segmentaci migrujících buněk NL vliv (Adam et al., 2001).   
V kuřecím embryu zabraňuje Eph/ephrin signalizace časným buňkám NL migrovat 
dorsolaterálně a naopak podporuje v této cestě buňky NL, které delaminovaly později 
(Santiago a Erickson, 2002). Vedle toho slouží jako zdroj repelentních signálů pro 
dorsolaterání dráhu dermomyotom, který exprimuje Slit. Slit je ligandem receptoru Robo, jenž 
je exprimován časnými migrujícími buňkami NL. Buňky v pozdější fázi migrace Robo 
neexprimují a není jim tedy bráněno migrovat mezi dermomyotomem a ektodermem (Jia et 
al., 2005). Vzhledem k tomu, že dermomyotom exprimuje v pozdější fázi migrace NL 
Sema3A, je pravděpodobné, že buňky, které migrují dorsolaterálně neexprimují Nrp1 nebo že 
je podél této dráhy exprimován Vegf (Gammill a Roffer-Agarwal, 2010). 
 
2.4. DIFERENCIACE 
 
Buňky NL jsou neobyčejně invasivní a během vývoje kolonizují širokou škálu 
embryonálních tkání. Rozšíření těchto buněk dokládá obr. 1, který ukazuje jejich distribuci ve 
vyvíjejícím se myším embryu. V různých lokalizacích dávají buňky NL vznik různým 
derivátům (pro přehled Le Douarin a Kalcheim, 1999). Jmenovitě se jedná o neurony a glii 
periferního nervového systému, endokrinní buňky (C buňky štítné žlázy a katecholaminergní 
buňky dřeně nadledvin), melanocyty a Merkelovy buňky (Grim a Halata, 2000; Szeder et al., 
2003). V oblasti hlavy a krku tvoří NL ektomesenchym (mesektoderm), který zahrnuje celé 
spektrum buněk pojivových tkání (vazivo, chrupavku, kost) odontoblasty, cementoblasty a 
hladké svalové buňky.  
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Rozlišujeme čtyři základní populace buněk NL, přičemž domény jednotlivých typů se 
překrývají.  
Hlavová NL zahrnuje buňky, jenž migrují z části neurální trubice počínaje čtvrtou 
prosomerou (odpovídá zadní části diencephala) až po sedmou rhombomeru, tj. po čtvrtý 
somit. Hlavová NL vytváří celé spektrum derivátů. 
Jako srdeční NL je označována ta její část, kterou tvoří buňky z oblasti mezi šestou 
rhombomerou a třetím somitem a pro kterou je charakteristická účast na vývoji srdce a 
velkých cév, které z něho odstupují a které generují hladké svalové buňky ve stěně cév a 
fibroblasty v aortopulmonálním septu  (Kirby, 1989).  
Jako vagová NL jsou označovány buňky z oblasti mezi prvním a sedmým somitem které 
generují parasympatické gangliové buňky střeva (Le Douarin a Teillet, 1973).   
Pro srdeční a vagovou neurální lištu je v anglické literatuře někdy používáno označení 
„circumpharyngeal crest“.  
Trupová NL je zdrojem celého spektra buněk NL kromě buněk ektomesenchymu. Tvoří ji 
buňky pocházející z oblasti kaudálně od páteho somitu.  
S nástupem migrace představují proudy buněk NL heterogenní populaci obsahující 
multipotentní kmenové buňky, oligopotentní progenitory a monopotentní (fate-restricted) 
prekursory (pro přehled viz Le Douarin a Dupin, 2003; Bronner-Fraser a Fraser, 1898). Toto 
zjištění vzešlo zejména z pozorování, při kterém náhodně vybrané jednotlivé křepelčí buňky 
z mesencephalické NL dávaly vznik koloniím o různé velikosti a fenotypovém složení 
(Baroffio et al., 1988). Část buněk si ponechává tento multipotentní charakter. Během 
pozdějších fází embryonálního vývoje či v dospělosti byly multipotetní kmenové buňky NL 
identifikovány u hlodavců v nervus ischiadicus (Morrison et al., 1999), střevu (Bixby et al., 
2002; Kruber et al., 2002), spinálních gangliích (Li et al., 2007), srdci (Tomita et al., 2005) či 
rohovce (Yoshida et al., 2006). Tyto buňky byly rovněž identifikovány v myší a lidské 
epidermis/dermis (Sieber-Blum et al., 2004; Fernandes et al., 2004; Amoh et al., 2005; Toma 
et al., 2005; Wong et al., 2006; Yu et al., 2006, 2010). 
Většina buněk však během a po skončení migrace přijímá signály z okolního prostředí, 
v závislosti na nichž dochází k restrikci jejich diferenciačního potenciálu. Neboli prostředí, do 
něhož buňky vstupují, určuje jejich osud (Bronner-Fraser a Fraser, 1988, 1989). Existuje řada 
studií, které s využitím in vitro metod nebo transgenní technologie vedly k identifikaci 
některých faktorů a jejich receptorů, jež se podílejí na specifické diferenciaci buněk NL (pro 
přehled viz Le Douarin a Dupin, 2003). Za zmínku stojí zejména vliv neuregulinu 1, který 
podporuje gliogenesi (Shah et al., 1994), nebo proteiny z rodiny BMP, které jsou schopné 
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v pozdějších fázích vývoje směřovat diferenciaci do neuronů (Goridis a Rehrer, 2002) či in 
vitro do chondrocytů (Zehentner et al., 2002; Sieber-Blum et al., 2004). 
Existují však i práce, které naznačují, že buňky NL jsou specifikovány již před nástupem 
migrace (pro přehled Andreson, 2000; Harris a Erickson, 2007). To platí zejména pro 
melanoblasty, které v oblasti trupu opouštějí neurální trubici jako poslední a jediné jsou 
schopné nastoupit dorsolaterální dráhu migrace (Erickson et al., 1992). V souvislosti s tím lze 
říct, že osud buněk je v trupové oblasti predikován dráhou, po které migrují. Buňky, které 
migrují ventrálně a v mezisomitových prostorech dosáhnou dorsální aorty, se diferencují 
v neurony a glii sympatických ganglií a buňky dřeně nadledvin (Thiery et al., 1982). Buňky, 
které invadují sklerotom a projdou jím, mohou rovněž přispívat k sympatickým gangliím, 
zatímco ty, které ve sklerotomu zůstanou, splynou a vytvoří spinální ganglia složená ze 
sensitivních neuronů a jejich satelitní glie a také Schwannovy gliové buňky předních kořenů. 
Ukázalo se, že diferenciace buněk NL není nezvratná. Např. melanocyty izolované 
z epidermis procházejí in vitro dediferenciací za vzniku multipotentních prekursorů, které 
jsou schopné sebeobnovy a exprimují sadu markerů časné NL, jako jsou Sox10, Foxd3, Pax3 
a Snai2 (Real et al., 2006). Schopnost dediferenciace byla prokázána i u Schwannových 
buněk izolovaných z nervus ischiadicus křepelky, které navíc po implantaci do faryngového 
oblouku kuřecího embrya tvořily hladké svalové buňky hlavových krevních cév, tj. buněčný 
typ, který normálně trupová NL netvoří (Real et al., 2005). 
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Obr.1 – Embryo Wnt1-cre/R26R myši 14,5 dpc. Na tomto obrázku je dobře ilustrován 
rozsah tkání, na jejichž vývoji se NL (modře značená β-galaktosidasovou aktivitou) podílí.  
 
2.5. PROSTOROVÁ SPECIFIKACE PODÉL 
KRANIOKAUDÁLNÍ OSY – HOX KÓD 
Jednotlivé úrovně neurální trubice nesou od časných fází vývoje kraniokaudální 
(anteroposteriorní, A-P) poziční informaci, která je zejména ilustrována stupňovitě 
uspořádanou expresí Hox genů, jejichž expresní domény se částečně překrývají (Altmann a 
Brivanlou, 2001; Alexander et al., 2009). Buňky NL před tím, než projdou EMT a migrují do 
různých částí embrya, sdílí tuto genetickou poziční informaci (Trainor a Krumlauf, 2001), což 
následně ovlivňuje i jejich diferenciaci a diferenciační potenciál (Abzhanov et al., 2003).  
Hox geny přestavují rodinu homeotických genů, které kódují evolučně konzervované 
transkripční faktory nesoucí homeodoménu. Zatímco nemáme dosud mnoho informací o vlivu 
Hox proteinů v trupové NL, existuje řada prací, které popisují vliv jednotlivých proteinů z 
rodiny Hox nebo jejich kombinací na vývoj hlavové NL (Hunt et al., 1991; Prince a Lumsden, 
1994; pro přehled viz Trainor a Krumlauf, 2001; Le Douarin et al., 2004).  
Zatímco kaudální doména hlavové NL (od čtvrté rhombomery kaudálně) exprimuje Hox 
geny prvních čtyř paralogních skupin, rostrální část NL (diencephalon až rhombomera 2), 
která přispívá k tvorbě obličejového skeletu, Hox geny neexprimuje. Buňky NL ze třetí 
rhombomery vykazují nestálý Hox status, který se mění v závislosti na prostředí, do kterého 
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vstoupí. Pakliže se přidají k Hox-negativnímu proudu, který osídlí první faryngový oblouk, 
ztratí expresi Hoxa2. Migrují-li do Hox-positivního druhého faryngového oblouku, expresi 
Hoxa2 si uchovají. 
Změny v expresi Hox genů v hlavové NL vedou k poruchám ve vývoji kraniofaciálního 
skeletu. Jestliže je u myši vyřazen gen pro Hoxa2, dojde k duplikaci skeletu, který tvoří první 
faryngový oblouk (manbibula), a to na úkor os hyoideum tvořenou během normálního vývoje 
z materiálu druhého faryngového oblouku (Gendron-Maguire et al., 1993). Naopak ektopická 
exprese Hoxa2 v NL prvního faryngového oblouku vede k částečné homeotické transformaci 
prvního faryngového oblouku v druhý (Grammatopoulus et al., 2000). Stejně tak, když se 
nahradí NL druhého nebo třetího faryngového oblouku neurální lištou z rostrální části 
neurální trubice (neexprimující Hox geny), migrují tyto buňky do nejbližšího oblouku, kde 
ovšem vytvoří ektopické kosterní elementy odpovídající prvnímu oblouku (Noden, 1983). 
Neboli tyto buňky si uchovávají Hox kód a tím axiální identitu, které náleží jejich originální 
pozici podél kraniokaudální osy. 
Toto ovšem platí pouze v případě, že je transplantováno větší množství buněk (Schilling, 
2001). Jestliže byly transplantovány štěpy čítající deset a méně buněk, přijaly tyto buňky Hox 
kód, který odpovídal jejich nové lokalizaci. Z toho vyplývá, že individuální buňky NL jsou 
ovlivňovány okolním prostředím, zatímco velké ucelené skupiny buněk jsou 
k reprogramování resistentní. To dokládá, že kromě exprese Hox genů mají při morfogenesi 
velký význam interakce, které buňky NL udržují během migrace mezi sebou, i interakce 
s okolním prostředím. 
Tato data naznačují, že Hox kód a s ním spojené axiální členění jsou důležitými složkami 
regulačního mechanismu, který řídí kraniofaciální morfogenesi. Jedná se přitom o obecný 
mechanismus, který ovlivňuje nejen vývoj NL, ale morfogenesi celého těla včetně končetin. 
 
Narušení kteréhokoliv z výše uvedených procesů vede k poruchám vývoje NL, což vyústí 
ve více či méně závažné vrozené vývojové vady, které lze souhrnně označit jako 
neurokristopathie (pro přehled viz Etchevers et al., 2006) 
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3. KOMENTOVANÉ PUBLIKACE  
 
Výsledky jsou presentovány na základě jednotlivých publikací, které jsou seřany 
chronologicky dle data vydání. Komentář ke každé publikaci obsahuje krátký Přehled 
problematiky vztahující se přímo k řešenému tématu. Následují Cíle, Výsledky, Diskuse, 
Závěr a samotná publikace.  Seznam použité literatury je uveden v závěru práce a je společný 
všem publikacím i společnému Přehledu problematiky.  Souhrn všech výsledků je uveden 
jako samostatná kapitola.  
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3.1. TRANSKRIPČNÍ FAKTOR C-MYB SE UPLATŇUJE BĚHEM 
REGULACE EPITELO-MESENCHYMOVÉ TRANSFORMACE PTAČÍ 
NEURÁLNÍ LIŠTY 
 
Transcription factor c-Myb is involved in the regulation of the epithelial-mesenchymal 
transition in the avian neural crest. 
Karafiát V, Dvořáková M, Krejčí E, Králová J, Pajer P, Šnajdr P, Mandíková S, Bartůněk P, 
Grim M, Dvořák M. 
Cell. Mol. Life. Sci. (2005) 62(21):2516-25. 
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3.1.1 Přehled problematiky 
Protoonkogen c-Myb je u obratlovců jedním z klíčových regulačních faktorů definitivní 
krvetvorby. Je nezbytný pro expansi nezralých buněk erythroidní, myeloidní a lymfoidní linie, 
během jejichž terminální diferenciace jeho exprese ustává (pro přehled Weston, 1998). U 
myši se exprese c-Myb začíná objevovat 10,5 dne post coitum (dpc). Myš s vyřazeným genem 
pro c-Myb se do 13. dne vyvíjí zdánlivě normálně. Během 15. dpc umírá v důsledku 
nedostatečné jaterní krvetvorby (Mucenski et al., 1991).  
c-Myb je transkripční faktor, který obsahuje DNA-vazebnou a transaktivační doménu, 
stejně jako negativní regulační doménu s motivem leucinového zipu. Všechny tyto domény 
mohou specificky interagovat s několika regulačními proteiny, a zapojovat tak c-Myb do 
regulačních komplexů signální sítě krvetvorných buněk.  
Podle nepočetných literárních údajů se c-Myb objevuje během vývoje i v několika 
nekrvetvorných tkáních jako je hladká svalovina (Gadson et al., 1997), fibroblasty (Bein at 
al., 1997), vyvíjející se ucho a neuroretina (Thompson a Ramsey, 1995), plicní epitel, vlasové 
folikuly, základy zubů, štítné žlázy (Ess et al., 1999) a ve střevních kryptách, kde je 
exprimován i v dospělosti (Ess et al., 1999; Zorbas et al., 1999). Bell a Frampton (1999) 
prokázali, že mírně zvýšená exprese C-MYB v kuřecím blastodermu podporuje diferenciaci do 
melanocytů, tj. do jednoho z derivátů NL. Ukázalo se, že u drápatky je c-myb exprimován 
v celé řadě tkání od časného vývoje až do dospělosti s výjimkou periferní krve (Amaravadi a 
King, 1994) 
Nízká hladina C-MYB byla pomocí microarraye detekována i v kmenových buňkách NL 
izolovaných z vlasového folikulu dospělého člověka. 
 
3.1.2 Cíl 
V závislosti na práci Bella a Framptona (1999) a na do té doby nepublikovaných 
výsledcích kolegů z Oddělení molekulární virologie Ústavu molekulární genetiky Akademie 
věd, podle kterých indukuje c-Myb diferenciaci kuřecího blastodermu do melanocytů, jsme se 
rozhodli zjistit, jakou roli hraje tento transkripční faktor během vývoje NL. 
 Prvním cílem bylo stanovit, jaký je expresní vzorec C-MYB během časných stádií 
vývoje kuřecího embrya, u něhož dosud jeho exprese nebyla studována. 
 In vitro stanovit, jakou úlohu hraje c-Myb během EMT, případně již během samotné 
indukce NL. 
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 Ve vyvíjejícím se kuřecím embryu ověřit výsledky získané in vitro.  
 Stanovit, jakým způsobem je c-Myb zapojen do molekulárních mechanismů 
regulujících indukci a EMT NL. 
3.1.3 Výsledky 
Připravili jsme vlastní králičí polyklonální protilátku proti virové onkogenní variantě v-
Myb. S využitím této protilátky jsme detekovali nepatrné množství c-Myb již ve stadiu 
tvořícího se primitivního proužku (stadium HH2). Počínaje stadiem HH4 je exprese C-MYB 
poměrně významná a pokračuje i v pozdějších stádiích. Imunohistochemická detekce 
v transversálních řezech ukázala, že c-Myb je přítomen v jádrech většiny buněk s výjimkou 
diferencovaných krevních buněk  periferní krve. Některé c-Myb positivní buňky byly 
současně positivní i na HNK-1, což je jeden z markerů migrujících buněk NL.  
Abychom stanovili, jaký je význam c-Myb pro vývoj NL, použili jsme explantáty 
neurálních valů, které byly vypreparovány z kuřecího embrya stadia HH10 z oblasti 
neuroporus posterior. V neurálních valech v tomto stadiu již došlo k indukci NL. Po 
přenesení na kultivační podložku z nich spontánně emigrovaly buňky NL. Snížení hladiny c-
Myb pomocí morfolinových antisence oligonukleotidů zablokovalo tvorbu migratorních 
mesenchymových buněk. Důvodem přitom není snížená buněčná proliferace, jak ukázalo 
barvení pomocí BrdU, ale potlačení mesenchymového fenotypu buněk.  
Tkáňové explantáty, v nichž je zablokována exprese endogenního C-MYB, byly 
transfekovány virem nesoucím expresní vektor s genem pro exogenní C-MYB, u něhož je 
sekvence v oblasti před iniciačním kodónem změněná tak, že jeho exprese není ovlivněna 
antisense oligonukleotidy. Exprese exogenního C-MYB pak vedla ke znovunavození EMT 
v buňkách NL. Tyto buňky po několika dnech diferencovaly do melanocytů, jednoho 
z derivátů NL.  
Abychom stanovili, zda c-Myb ovlivňuje pouze EMT nebo se účastní přímo i indukce NL, 
použili jsme explantát „naivní“ neurální ploténky. Naivní ve smyslu indukce NL. Tato část 
neurální trubice odpovídá spodinové ploténce a její buňky během vývoje ani in vitro (pakliže 
není v mediu přídavek BMP4) nepodléhají EMT. Ukázali jsme, že exprese exogenního C-
MYB indukuje NL a EMT v „naivní“ neurální ploténce, přičemž obdobný efekt má i přidání 
BMP4 do kultivačního media. Přídavek BMP4 rovněž indukuje expresi endogenního C-MYB. 
Část z buněk, které delaminovaly z neurální ploténky, se diferencovala do melanocytů, což 
potvrzuje, že se jedná o buňky NL. 
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Pro ověření výsledků získaných in vitro jsme použili in ovo elektroporaci C-MYB antisense 
oligonukleotidů do uzavírající se neurální trubice kuřecího embrya. Ukázalo se, že snížení 
exprese C-MYB má za následek částečné snížení počtu migrujících buněk NL i in vivo. 
Semikvantitativní RT-PCR ukázala, že buňky NL obsažené v neurálních valech exprimují 
C-MYB a dále pak MSX1 a SNAI2 (SLUG), což jsou cílové geny BMP4 signalizace. Hladina 
těchto tří genů je výrazně nižší v buňkách „naivní“ neurální ploténky, byť i zde je udržována 
na určité bazální úrovni. Zvýšení exprese exogenního C-MYB v „naivní“ neurální ploténce 
indukuje zvýšení exprese MSX1 a SNAI2. Stejný efekt má i přídavek BMP4, který vede ke 
zvýšení exprese těchto dvou genů a současně i endogenního C-MYB. Tyto výsledky 
naznačují, že c-Myb leží v BMP4 signalizační kaskádě mezi touto signální molekulou a MSX1 
a SNAI2. 
3.1.4 Diskuse 
Transkripční faktor c-Myb je znám jako jeden z klíčových faktorů krvetvorby. U kuřete se 
nicméně první hematopoetické kmenové buňky objevují až třetí den vývoje (HH20) (pro 
přehled viz Dieterlen-Lievre a Le Douarin, 2004). My jsme nicméně ukázali, že exprese C-
Myb je v kuřecím embryu detekovatelná už během prvního dne vývoje a pokračuje i v dalších 
stadiích, kde je přítomna v celé řadě buněk včetně buněk neuroektodermu a migrujících buněk 
NL.  
Dále jsme ukázali, že c-Myb hraje významnou úlohu pro indukci a EMT buněk NL. 
V rozporu s tím u myšího embrya s vyřazeným genem pro c-Myb nejsou pozorovány žádné 
defekty, které by odpovídaly poruchám vývoje NL. To může být vysvětleno několika 
možnými způsoby: 
1. Zatímco u ptáků c-Myb ovlivňuje vývoj primitivních hematopoetických buněk 
(Karafiát et al., 2001; Graf, 1992), u myši s vyřazeným genem pro c-Myb není primitivní 
krvetvorba narušena. Je tedy možné, že u myši není c-Myb zahrnut do regulace časných 
multipotentních  buněk (hematopoetických a neurální lišty), zatímco u ptáků a 
pravděpodobně dalších obratlovců hraje v tomto procesu významnou úlohu. Tato varianta 
je dále podpořena tím, že zatímco u myši začíná exprese c-Myb až 10,5 dpc a v neurální 
trubici není detekován vůbec (Sitzmann, 1995), u embrya drápatky (Amaravadi a King, 
1994) a kuřete (jak ukazuje naše práce) je exprimován od časných fází vývoje v řadě 
tkání.  
2. c-Myb se může uplatňovat v regulaci vývoje stejným způsobem u kuřete i u 
myši. V případě myšího embrya však může existovat vyšší stupeň genetické redundance, 
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který eliminuje závislost časných hematopoetických buněk a buněk NL na tomto 
transkripčním faktoru.  
3. Zatímco in vivo může být nedostatečná funkce c-Myb způsobená snížením jeho 
exprese nahrazena signály, které přicházejí z okolních tkání či extracelulární matrix a 
jsou kódovány nezávislými geny, in vitro budou tyto signály do značné míry chybět. Tato 
představa je podpořena skutečností, že po elektroporaci do kuřecích embryí došlo pouze 
k částečné inhibici tvorby migratorní populace buněk NL, zatímco in vitro byla tato 
inhibice téměř absolutní.  
 
V souladu s výsledky získanými pro hematopoetické buňky (Mucenski et al., 1991; 
Emambokus et al., 2003) je biologická aktivita c-Myb v neuroepitelu závislá na jeho 
konkrétních hladinách. Je-li zvýšena basální hladina exprese, která je udržována v neurální 
ploténce, dojde k indukci fenotypu NL a EMT. Naopak snížení hladiny c-Myb v neurálních 
valech zablokuje EMT buněk NL. 
Ukázalo se, že BMP4 zvyšuje expresi C-MYB a zvýšená hladina c-Myb indukuje expresi 
MSX1 a SNAI2. Již dříve bylo přitom ukázáno, že exprese těchto dvou genů je aktivována 
přítomností BMP4 a že jsou tyto geny nezbytné pro formování migratorní populace buněk NL 
(Liem et al., 1995; Sela-Donenfeld a Kalcheim, 1999; Tribulo et al., 2003) 
Vliv c-Myb na vývoj NL byl nedávno potvrzen prací Betancur et al. (2010), ve které autoři 
ukázali, že se tento transkripční faktor váže přímo na regulační element a zvyšuje tak expresi 
kuřecího SOX10, což je jeden z významných markerů NL (Britsch et al., 2001, Rehberg et al., 
2002).  
3.1.5 Závěr 
Na základě prezentovaných výsledků tvrdíme, že u ptáků je intracelulární koncentrace c-
Myb důležitou součástí regulační sítě, která kontroluje mezibuněčné interakce a/nebo 
interakce mezi buňkami a extracelulární matrix. Tyto interakce jsou přitom nezbytné pro 
EMT.  
Současně naše výsledky ukazují, že přinejmenším u ptáků je c-Myb součástí signalizační 
kaskády BMP4, kde funguje jako aktivátor exprese genů, jenž jsou u progenitorů buněk NL 
nezbytné pro transformaci epitelového fenotypu v mesenchymový (Obr. 2).  
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Obr. 2 – Schéma pozice C-MYB v signalizační kaskádě BMP4 během indukce NL 
v neuroepitelu ptáků. Přerušovaná čára ukazuje na dříve publikovanou (Tribullo et al., 2003) 
přímou aktivaci MSX1 působením BMP4. C-MYB podléhá transkripční kontrole BMP4 a sám 
je zodpovědný za aktivaci exprese MSX1. MSX1spuští expresi SNAI2 
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3.2. VLIV PLZF NA EXPRESI HOX GENŮ U POLYDAKTYLNÍHO 
POTKANA 
 
Deletion of a conserved noncoding sequence in Plzf intron leads to Plzf down-regulation 
in limb bud and polydactyly in the rat. 
Liška F, Šnajdr P, Šedová L, Šeda O, Chylíková B, Slámová P, Krejčí E, Sedmera D, Grim 
M, Křenová D, Křen V  
Dev Dyn. (2009) 238(3):673-84. 
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3.2.1 Přehled problematiky 
Specifická kombinace Hox genů exprimovaných v různých úrovních a čase podél 
kraniokaudální osy těla propůjčuje buňkám poziční identitu. Stejný mechanismus 
časoprostorové specifikace se uplatňuje i během vývoje končetin, kde jsou klíčové dva klastry 
Hox genů, a to Hoxa a Hoxd (Tarchini a Duboule, 2006). Při vývoji končetin jsou zásadní 
skupiny paralogů 10 – 13. Hoxd geny jsou asymetricky exprimovány podél antero-posteriorní 
(A-P) i proximodistální osy. Jsou aktivovány ve dvou následných vlnách za rozdílné 
transkripční kontroly (Tarchini a Duboule, 2006; Tarchini et al, 2006). V první vlně dochází 
ke specifikaci stylopodia a zeugopodia, v druhé vlně se specifikuje autopodium. Narušení 
normální exprese Hox genů v autopodiu vede k nesprávné specifikaci podél A-P osy (od palce 
k malíku), což vyústí ve změnu v počtu prstů (oligodaktylie, polydaktylie). Na specifikaci 
podél A-P osy se účastní i Shh, jehož exprese je lokalizována v zadním okraji vyvíjejícího se 
končetinového pupenu, v oblasti známé jako zóna polarizující aktivity (Riddle et al., 1993). 
Preaxiální polydaktylie, u které se přídavný prst vyvíjí v přední části autopodia, může (Yang 
et al., 1997) a nemusí (Talamillo et al., 2005) být závislá na ektopické expresi Shh. V obou 
případech se nicméně uplatňují Hox geny (Kruijper et al., 2005; Sheth et al., 2007).  
Křen et al. (1975) na Ústavu lékařské biologie a genetiky 1. lékařské fakulty Univerzity 
Karlovy popsali Lx mutaci u potkana kmene Wistar. Expresivita a penetrance této mutace jsou 
závislé na genetickém pozadí. Modelem této práce je kongenní kmen potkana s Lx mutací na 
pozadí kmene SHR. V homozygotním stavu (Lx/Lx) se Lx mutace u tohoto kmene projevuje 
preaxiální polydaktylií na zadních končetinách s přídavným tříčlánkovým palcem a 
rudimentem prstu mezi prsty I a II. Navíc dochází k nepatrné změně ve tvaru tarsálních kostí. 
Zeugopodium a stylopodium se vyvíjejí normálně, stejně tak přední končetina. 
Ukázalo se, že podobná mutace Lu u myši je způsobená bodovou non-sense mutací v genu 
pro Plfz (promyelocytic leukemia zinc finger) (Buaas et al., 2004). Úplné vyřazení Plzf (Plzf-/- 
) vede k homeotické transformaci axiálního a končetinového skeletu a preaxiální polydaktylii 
(Barna et al., 2000). To je způsobeno anteriorizací a ektopickou expresí některých Hox genů 
jak v končetině tak podél kraniokaudální osy těla. Kromě toho mají samci s vyřazeným 
genem pro Plfz poruchu spermatogenese (Buaas et al., 2004). Plzf se dále účastní apoptosy 
(Parrado et al., 2004), regulace buněčného cyklu (Yeyati et al., 1999), hematopoesy a 
tumorigenese (Piazza et al., 2004).  
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Vzhledem k tomu, že malformace autopodia u Lx/Lx potkana připomíná fenotyp 
pozorovaný u Plzf-/- myši, byl právě Plzf zjevným kandidátním genem zodpovědným za Lx 
fenotyp. Nicméně u Lx homozygotního potkana nejsou žádné známky malformace stylopodia, 
zeugopodia a axiálního skeletu ani samčí infertilita. Navíc předchozí studie ukázala, že 
kódující sekvence genu pro Plzf není specificky změněna u Lx/Lx potkana (Šeda et al., 2005). 
To vedlo k předpokladu, že Lx mutace leží v regulační oblasti genu pro Plzf. 
 
3.2.1 Cíl 
 Porovnat expresní vzorec Plzf v embryích normálních a Lx homozygotních potkanů 
 Zjistit, jaký vliv má změněná exprese Plzf na expresi dalších genů 
3.2.2 Výsledky 
Kolegové z Ústavu lékařské biologie a genetiky 1. lékařské fakulty Univerzity Karlovy 
pomocí pozičního mapování zjistili, že Lx/Lx fenotyp je způsoben 2 964 páry basí dlouhou 
delecí, která odstraňuje nejvíce konzervovaný nekódující úsek v segmentu dlouhém 155 000 
párů basí.  
Můj příspěvek k řešení dané problematiky spočívá v přípravě sady vlastních RNA sond 
(Plzf, Hoxd10 – 13, Shh a Bmp2), které byly použity pro studium exprese Plzf a jeho cílových 
genů metodou in situ hybridizace v celých embryích. Dále jsem se podílela na přípravě 
konkrétních protokolů pro in situ hybridizaci. Ty byly využity pro stanovení expresních 
vzorců jednotlivých genů v normálních a Lx/Lx potkaních embryích. 
Exprese Plzf  je detekována v končetinových pupenech, ve vyvíjejícím se nervovém 
systému (jak v mozku, tak v míše), v žaberních obloucích, mesonefros a oku. S výjimkou 
končetinových pupenů není rozdíl v expresním vzorci ani kvantitě exprese mezi normálními a 
mutovanými embryi.  
V končetinových pupenech se exprese Plzf u embryí normálního potkana objevuje 12,5 
dpc a vymizí postupně do 15,5 dpc. U Lx/Lx embryí nastupuje v končetinových pupenech 
exprese Plzf později a je redukována, zejména v oblasti zadních končetin. Kvantitativní real-
time PCR ukázala, že hladina exprese je v končetinách Lx/Lx embryí snížena o 60 - 80%. 
Heterozygotní embrya mají hladinu exprese rovněž sníženou ve srovnání s normálními 
embryi, ale zůstává vyšší než u homozygotů. 
Abychom stanovili funkční význam Plzf, studovali jsme ve vyvíjejících se končetinách 
expresi jeho již známých cílových genů. Barna et al. (2002) ukázali, že Plzf působí jako 
přímý represor exprese posteriorních Hoxd genů. Zaměřili jsme se tedy na Hoxd10-13. U 
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předních končetin, které nevykazují žádný kosterní fenotyp, není patrná změna v expresi 
těchto genů u Lx homozygotů ve srovnání s heterozygoty. 12,5 a 13,5 dpc není patrná změna 
v expresi ani u Lx/Lx embryí. V této době končí první vlna exprese Hoxd genů. 14,5 dpc je 
exprese Hoxd genů v zadních končetinách Lx/Lx embryí rozšířena do přední části autopodia. 
V této fázi vývoje je již možné morfologicky odlišit Lx homozygoty od normálních a 
heterozygotních embryí, neboť dochází k rozšíření přední části autopodia. Hoxd10 a Hoxd11, 
které jsou exprimovány i v zeugopodiu, mají u Lx/Lx embryí rovněž do přední části 
rozšířenou expresní doménu. 
Vzhledem k tomu, že preaxiální polydaktylie je často způsobena změnami funkce Shh, 
analysovali jsme i expresní profil této signální molekuly. Nicméně nepozorovali jsme žádné 
změny v expresi Shh mezi normálními a Lx/Lx embryi. Expresní vzorec Bmp2 je rozšířen do 
přední části zadního končetinového pupenu stejně jako v případě Hoxd genů.  
3.2.3 Diskuse 
Ukázali jsme, že expresní vzorec Plzf u normálních myší je srovnatelný s expresním 
vzorcem orthologního genu u myši (Avantaggiato et al., 1995). U Lx homozygotních embryí 
dochází k redukci exprese v končetinových pupenech, zejména u zadní končetiny, zatímco 
exprese v ostatních strukturách je srovnatelná s normální myší. To bude pravděpodobným 
vysvětlením, proč je Lx fenotyp omezený na zadní končetinu, zatímco u Plzf-/- myši jsou navíc 
postiženy i axiální skelet a spermatogenese.  Přední končetiny nejsou u Lx/Lx potkanů (ale ani 
u Plzf
-/-
 myší, Barna et al., 2000) ovlivněny, přestože i zde je exprese Plzf snížená. Důvodem 
může být funkční redundance, neboť v předním končetinovém pupenu je exprimován 
homolog Plzf (Davies et al., 1999). Pokles exprese Plzf vede k anteriorní expansi expresních 
domén jeho cílových genů, tj. Hoxd10-13. 
Dále jsme ukázali, že Lx mutace ovlivňuje vývoj končetin nezávisle na Shh. Naopak 
změněný expresní vzorec Hoxd genů u Lx/Lx potkanů naznačuje, že tyto geny jsou cílovými 
geny Plzf a tento změněný expresní vzorec předchází fenotypu Lx. To je plně v souladu 
s analysou myši s vyřazeným genem pro Plzf (Barna et al., 2000).  
U Lx/Lx potkanů (Sedmera et al., 1998) i Plzf-/- myší (Barna et al., 2000) je snížený výskyt 
apoptosy. Vzledem k tomu, že Bmp2 je považován za faktor spouštějící apoptosu, 
předpokládali jsme jeho sníženou expresi u Lx/Lx, což se nepotvrdilo. Jediným rozdílem ve 
srovnání s kontrolou byla anteriorizace expresní domény Bmp2. 
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Vzhledem k tomu, že vliv Plzf na vývoj končetiny byl popsán již dříve (Barna et al., 2000, 
2002), je zásadním přínosem této práce identifikace cis-regulační oblasti genu pro Plzf, která 
leží v 2 964 páry basí dlouhé oblasti, jenž je u Lx alely deletovaná. 
Z pohledu tématu předložené disertační práce je nicméně zajímavý právě vliv Plzf na 
expresi Hox genů. Jak bylo zmíněno výše, časoprostorová specifikace podél kraniokaudální 
osy, která je zprostředkována pomocí exprese specifické sady Hox genů, představuje důležitý 
mechanismus, který ovlivňuje i vývoj NL.  
3.2.4 Závěr 
Delece regulačního úseku genu pro Plzf vede ke snížení jeho exprese v končetinových 
pupenech a následné anteriorní expansi expresních domén jeho cílových genů, tj. Hoxd10-13.  
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3.3. VÝVOJOVÝ PŮVOD MEDIÁLNÍHO OKRAJE LOPATKY U 
SAVCŮ 
 
Somitic origin of the medial border of the mammalian scapula and its homology to the 
avian scapula blade. 
Valášek P, Theis S, Krejči E, Grim M, Maina F, Shwartz Y, Otto A, Huang R, Patel K. 
J. Anat. (2010) 216(4):482-8. 
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3.3.1 Přehled problematiky 
Lopatka představuje hlavní kosterní element pletence přední končetiny, který umožňuje 
fixaci končetiny k axiálnímu skeletu. Zatímco myogenní složka končetinových svalů pochází 
ze somitů, je vývojový původ skeletu a vaziva končetin tradičně odvozován z mesodermu 
laterální ploténky (Chevarlier, 1997; Christ a Ordahl, 1995).  
Novější nálezy však ukazují, že toto tradiční tvrzení neplatí v případě lopatky. Některé 
nálezy ukazují, že na stavbě lopatky u ptáků se podílejí také buňky pocházející ze somitů 
(Huang et al., 2000) a na lopatce myší také buňky z neurální lišty (Matsuoka et al., 2005). Na 
lopatku se totiž v určitém rozsahu upíná musculus trapezius, který podobně jako svaly 
v oblasti hlavy a přední části krku obsahuje vazivové buňky, které pocházejí 
z ektomesenchymu hlavové neurální lišty. Musculus trapezius je podle inervace a polohy 
svého vývojového základu svalem krku, svým úponem však od svého základu zasahuje 
daleko směrem kaudálně. Matsuoka et al. (2005) ukázali, že jeho vazivové stroma je u myši 
derivováno z hlavové NL a že stejný vývojový původ mají i místa, do kterých se tento sval na 
lopatku upíná. Perichondrium a enchondrálně osifikující části spina scapulae, acromion a 
processus coracoideus jsou tedy tvořeny buňkami NL. 
Somitový původ buněk těla lopatky prokázali Huang et al. (2000) s využitím 
embryonálních chimér japonské křepelky a kuřete. Ukázali, že u ptáků se tělo lopatky vyvíjí 
z buněk dermomyotomu. Na tuto část lopatky se u ptáků upíná několik svalů, které jsou 
homologní se svaly upínajícími se na mediální okraj lopatky u savců, tj. musculus serratus 
anterior a musculus rhomboideus major et minor a navíc ještě levator scapulae, který se u 
ptáků nevyskytuje. Vezmeme-li v potaz úpon homologních svalů, mohly by tělo lopatky 
ptáků a mediální hrana lopatky savců představovat homologní struktury. Vzhledem k 
odlišnému tvaru těla ptačí a savčí lopatky (u savců je tělo rozsáhlá trojúhelníkovitá kost, 
kdežto u ptáků tvoří tělo úzká a protáhlá kost připomínající čepel nože) je totiž nejasné, zda 
lze tyto struktury považovat v celém rozsahu za homologní. Aby se skutečně jednalo o 
homologní útvary, musely by mít také stejný vývojový původ.  
Touto problematikou se zabývali Durland et al. (2008), kteří využili Prx1-cre/Z-AP 
transgenní myš, která jim umožnila definovat oblasti pocházející z mesodermu laterální 
ploténky. Ukázali, že lopatka savců se s výjimkou mediálního okraje vyvíjí z mesodermu 
laterální ploténky. Je tedy zřejmé, že obě struktury nejsou homologní v celém rozsahu a zbývá 
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otázka, zda se mediální okraj lopatky savců vyvíjí z buněk dermomyotomu a zda je tedy 
alespoň ten homologní s tělem lopatky ptáků. 
K takovéto studii je možné využit skutečnosti, že buňky dermomyotomu exprimují Pax3 
(Williams a Ordahl,1994; Franz et al., 1993). Ten spouští expresi c-Met (Epstein et al., 1996), 
který je nezbytný pro migraci myogenních prekursorů. Kromě dermomyotomu je však Pax3 
exprimován také buňkami neurální ploténky a NL (Franz a Kothary, 1993). U buněk, které 
Pax3 exprimují, bude tedy nutné vyloučit případný původ z NL. 
3.3.2 Cíl 
 Zjistit, zda je mediální okraj lopatky savců stejně jako tělo lopatky ptáků somitového 
původu. 
 Stanovit podíl c-Met na vývoji mediálního okraje lopatky. 
3.3.3 Výsledky 
K řešení této problematiky jsme využili tři kmeny transgenních myší. Prvním byl Pax3-
cre/R26RYFP (Engleka et al., 2005; Soriano, 1999). U myší tohoto kmene se buňky, které 
exprimují nebo během vývoje exprimovaly Pax3, vyznačují trvalou expresí žlutého 
fluorescenčního proteinu (YFP). Na transversálních řezech tímto embryem je vidět, že jsou 
buňky mediálního okraje lopatky značeny YFP, tzn., že během vývoje exprimovaly Pax3 a 
jedná se tedy o deriváty NL nebo dermomyotomu. 
Abychom vyloučili nebo potvrdili podíl NL na formování mediálního okraje lopatky, 
využili jsme druhý transgenní model, Wnt1-cre/R26RlacZ (Danielian et al., 1998; Soriano, 
1999), u něhož jsou expresí bakteriální β-galaktosidasy trvale značeny buňky, které během 
vývoje exprimovaly Wnt1. Tento transgenní kmen je běžně využíván pro řešení otázek 
spojených se studiem NL. V transversálním řezu hrudní oblastí jsou β-galaktosidasou značeny 
procházející nerv a vazivové stroma musculus trapezius. V oblasti mediálního okraje lopatky 
však β-galaktosidasa exprimována není, což vylučuje její původ v NL. 
Třetí transgenní model, myš s vyřazeným genem pro c-Met (Valášek et al., 2005), byl 
použit pro stanovení podílu tohoto tyrosinkinasového receptoru na vývoji mediální hrany 
lopatky. Ukázalo se, že zatímco končetiny u této myši postrádají veškeré kosterní svalstvo 
(Prunotto et al., 2004; Bladt et al., 1995), svaly, které se upínají na mediální okraj lopatky, 
nejsou postiženy. Stejně tak není postižena lopatka, což dokládá, že tyto struktury nejsou 
závislé na c-Met signalizaci.  
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3.3.4 Diskuse 
S využitím Pax3-cre transgenní myši jsme ukázali, že mediální hrana myší lopatky 
nepochází z mesodermu laterální ploténky.  Srovnáním expresního vzorce lacZ u Pax3-
cre/R26R a Wnt1-cre/R26R transgenních myší jsme ukázali, že vývojový původ buněk 
mediální hrany lopatky tkví v somitech a nikoliv v NL.  
Tyto naše výsledky doplňují práci Durlanda et al. (2008), kteří ukázali, že lopatka se 
s výjimkou mediální hrany vyvíjí z mesodermu laterální ploténky. U neznačené části 
předpokládali somitový původ, který se nám podařilo prokázat. Dále ukázali, že z mesodermu 
laterální ploténky nepochází ani vazivo svalů, které se na mediální okraj lopatky upínají, 
případně že je u nich příspěvek mesodermu laterální ploténky nejasný.  
Dále je v naší práci ukázáno, že buňky dermomyotomu, které se podílejí na vývoji 
mediálního okraje lopatky, jsou nezávislé na c-Met signalizaci. Stejně tak nejsou na c-Met 
signalizaci závislé ani hypaxiální svaly, které se na tuto část lopatky upínají. Nejedná se tedy 
o migratorní svaly, což potvrzuje pozorování Starcka (1982), podle kterého se tyto svaly 
vyvíjejí přímo z dermomyotomu. To je v kontrastu s vývojem ostatních svalů přední 
končetiny, jejichž myogenní prekursory podstupují epitelo-mesenchymovou transformaci a 
jako jednotlivé buňky migrují ze somitů do základů končetin, přičemž tento proces je na c-
Met signalizaci závislý. Naše data tedy ukazují, že mediální okraj lopatky spolu se svaly, 
které se na ni upínají, má odlišný vývojový program ve srovnání se zbytkem končetiny. To se 
odráží i v odlišné inervaci. Zatímco svaly končetin jsou inervovány z plexus brachialis, svaly 
upínající se na mediální hranu lopatky jsou inervovány přímo z ventrálních větví nervi 
cervicales.  
3.3.5 Závěr 
Navzdory tradiční představě, že skelet a vazivo končetin pochází z mesodermu laterální 
ploténky (Chevarlier, 1997; Christ a Ordahl, 1995) se ukazuje, že lopatka je tvořena buňkami 
pocházejícími ze tří různých zdrojů. Kromě již dříve popsaných buněk z mesodermu laterální 
ploténky (Durland et al., 2008) a NL (Matsuoka et al., 2005) se jedná i o buňky somitového 
původu.  
Mediální okraj lopatky u myši je homologní s tělem lopatky u ptáků, neboť vedle toho, že 
se na ni upínají homologní svaly, sdílí i stejný vývojový původ. 
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3.4. IZOLACE A CHARAKTERIZACE BUNĚK NEURÁLNÍ LIŠTY 
IZOLOVANÝCH Z DOSPĚLÉHO VLASOVÉHO FOLIKULU 
 
Isolation and characterization of neural crest stem cells from adult human hair follicles 
 
Krejčí E, Grim M 
 
Fol. Biol. In press 
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3.4.1 Přehled problematiky 
Vlasový folikul podstupuje pravidelně se opakující cyklus sebeobnovy, který zahrnuje fázi 
růstu (anagen), regrese (katagen) a klidovou fázi (telogen). 
Homeostasa této, stejně jako ostatních pravidelně se obnovujících tkání, je závislá na 
přítomnosti a aktivitě kmenových buněk. Kmenové buňky epidermis sídlí v oblasti vyklenutí 
vlasového folikulu, v tzv. „bulge“. Ukázalo se, že při narušení tkáňové homeostasy 
v důsledku poranění jsou tyto kmenové buňky schopné produkovat kromě folikulárních buněk 
i buňky interfolikulární epidermis a mazové žlázy (pro přehled viz Fuchs a Horsley, 2008).  
Vedle ektodermových derivátů tvoří vlasový folikul i buňky, jejichž původ je v NL, 
jmenovitě melanocyty a Merkelovy buňky (Szeder et al., 2003). Vyvstala tedy otázka, zda 
jsou ve vlasovém folikulu přítomny rovněž kmenové buňky NL. Nishimura et al. (2002) 
identifikovali progenitory melanocytů ve spodní permanentní části vlasového folikulu. Další 
práce odhalily přítomnost multipotentních kmenových buněk NL v dermis a/nebo epidermis 
myši a člověka (Sieber-Blum et al., 2004; Fernandes et al., 2004; Amoh et al., 2005; Toma et 
al., 2005; Wong et al., 2006; Yu et al., 2006, 2010). 
Sieber-Blum et al.(2004) a Sieber-Blum a Grim (2004) popsali kmenové buňky NL v 
oblasti bulge vlasového folikulu hmatového chlupu (whisker) dospělých myší a označili je 
jako kmenové buňky NL lokalizované v epidermis (epidermal neural crest stem cells = EPI-
NCSCs). Tyto buňky byly získány na základě jejich schopnosti emigrovat z explantovaného 
vlasového folikulu. Byly sériově kultivovány, exprimovaly markery NL a diferencovaly se 
v řadu derivátů NL. Hu et al. (2006) provedli diferenciální analýzu genové exprese a 
identifikovali sadu genů, které jsou pro EPI-NCSCs klíčové. Z této sady dále vyřadili geny, 
jež jsou exprimovány jinými buňkami, se kterými sdílí EPI-NCSCs společné niche. Tímto 
způsobem definovali tzv. molekulární podpis EPI-NCSCs čítající 19 genů. 
3.4.2 Cíl 
EPI-NCSCs vykazují výjimečné vlastnosti, a to zejména široký diferenciační potenciál a 
snadnou dostupnost zdrojové tkáně. Tyto vlastnosti je předurčují coby kandidátní buňky pro 
regenerativní medicínu. Naše práce si kladla následující cíle: 
 Zjistit, zda lze izolovat a kultivovat EPI-NCSCs  z vlasových folikulů dospělého 
člověka získaných z kožních biopsií, a to při použití metody, kterou zavedli Sieber-
Blum et al. (2004) pro myší buňky. 
 U získaných buněk ověřit, že se jedná o EPI-NCSCs a to prostřednictvím   
 30 
o průkazu exprese genů charakteristických pro NL  
o průkazu schopnosti diferenciace do některých derivátů NL (spontánní a cílené) 
o průkazu kmenového charakteru těchto buněk pomocí exprese genů 
charakteristických pro kmenové buňky a schopnosti klonálního růstu  
3.4.3 Výsledky 
Mechanickou preparací jsme izolovali oblast bulge vlasového folikulu a přenesli jsme ji do 
tkáňové kultury. Po 5 až 8 dnech se začaly objevovat první buňky hvězdicové či vřetenovité 
morfologie, kterou se odlišují od keratinocytů, jejichž kmenové buňky rovněž sídlí v oblasti 
bulge vlasového folikulu.  
V těchto buňkách jsme prokázali expresi markerů NL, a to SOX10 a nestinu na proteinové 
úrovni pomocí imunocytochemie a BMP4, SNAI1, SNAI2, TWIST a SOX9 na úrovni mRNA 
pomocí RT-PCR. Analysa transkriptomu lidských EPI-NCSCs pomocí microarraye ukázala, 
že tyto buňky exprimují 94 % genů, které byly identifikovány jako klíčové pro myší EPI-
NCSC (Hu et al., 2006). mRNA všech 18 genů tvořících molekulární podpis EPI-NCSCs, 
jejichž exprese byla testována, je přítomna i v lidských buňkách. Dále transkriptomová 
analysa ukázala, že lidské EPI-NCSCs obsahují mRNA 88 % genů, jejichž exprese je 
zahájena v závislosti na indukci NL (Gammill a Bronner-Fraser, 2002; Adams et al., 2008). 
Po určité době se subpopulace buněk v mediu obsahujícím fetální sérum spontánně 
diferencovala do některých derivátů NL, což bylo rovněž prokázáno expresí specifických 
markerů. Konkrétně se jednalo o hladké svalové buňky (exprese hladkého svalového aktinu), 
neurony (exprese beta-III-tubulinu) a prekursory gliových buněk (exprese S100b). RT-PCR 
dále ukázala diferenciaci do prekursorů melanocytů (positivní MITF1, negativní TYRP1) a 
naopak vyvrátila diferenciaci do Merkelových buněk (negativní CK20).  
Cílená diferenciace indukovaná doplněním kultivačního media o neuregulin 1 vedla ke 
zvýšení počtu gliových buněk s pozitivitou na gliový fibrilární kyselý protein. Přídavek 
BMP2 do kultivačního media nicméně, na rozdíl od myších buněk, nevedl k diferenciaci do 
chondrocytů. 
Izolované buňky exprimují rovněž řadu genů typických pro kmenové buňky. 
Imunocytochemicky jsme prokázali expresi nanogu. Na úrovni mRNA byla prokázána 
exprese POU5F1, CMYC, SOX2, KLF4, FBXO15 i NANOG, tj. genů, jež Takahashi a 
Yamanaka (2006) a Okita et al. (2007) použili pro reprogramování dospělých somatických 
buněk do pluripotentního stavu a jejich následnou selekci.  
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Ukázalo se, že po emigraci z explantovaného folikulu a následném uvolnění z kultivačního 
povrchu jsou buňky schopny přežívat a proliferovat v neadhesivním prostředí. Jedna buňka je 
tak schopná vytvářet klony v podobě 3-dimensionálních sfér.   
3.4.4 Diskuse 
V roce 2004 byla publikována práce, popisující izolaci EPI-NCSCs z vlasového folikulu 
hmatových chlupů myši (Sieber-Blum et al., 2004), na jejímž vypracování se podílela i 
Laboratoř molekulární embryologie prof. Grima, jejímž jsem byla během svého studia 
členem. Získané buňky se podařilo úspěšně transplantovat do míšních lézí u myši (Sieber-
Blum et al., 2006). Vzhledem k unikátním vlastnostem kmenových buněk NL byla logickým 
pokračováním snaha o získání této buněčné populace z lidské tkáně. U člověka nicméně 
nejsou bohatě inervované hmatové chlupy vytvořeny. Otázka možnosti izolace těchto buněk 
tedy není jen záležitostí mezidruhového rozdílu, ale i rozdílu mezi dvěma typy tkání, tj. 
smyslovým orgánem, kterým je hmatový chlup, a chlupem běžného ochlupení.  
Některé dřívější práce prokázaly, že lidská epidermis/dermis obsahuje kmenové buňky NL 
(Fernandes et al., 2004; Amoh et al., 2005; Toma et al., 2005; Wong et al., 2006; Yu et al., 
2006). V těchto pracích však byla použita metoda založená na enzymatické disociaci tkáně a 
kultivaci buněk v neadhesivním prostředí v podobě 3-dimensionálních sfér. Nedávno Yu et al. 
(2010) kultivovali celé lidské vlasové folikuly v mediu pro embryonální kmenové buňky a 
zjistili, že kmenové buňky NL vytváří 3-dimensionální sféry přímo v oblasti bulge, aniž by 
docházelo k jejich emigraci. Ve své předchozí práci Yu et al., (2006) dokonce tvrdili, že není 
možné izolovat a kultivovat lidské EPI-NCSCs způsobem použitým v práci Sieber-Blum et 
al. (2004) pro izolaci myších buněk a v naší práci. To vysvětlovali rozdílným biologickým 
chováním lidských a myších buněk.  
My jsme v této práci nicméně dokázali, že při použití metody založené na emigraci buněk 
z vlasového folikulu (Sieber-Blum et al., 2004) je možné získat populaci lidských EPI-
NCSCs. Identita těchto buněk byla prokázána expresí genů specifických pro buňky NL, myší 
EPI-NCSCs i kmenové buňky obecně a jejich diferenciací do některých derivátů NL. To 
ukazuje, že není významný rozdíl ve schopnosti emigrace a růstu v podobě jednovrstevné 
kultury mezi myšími a lidskými EPI-NCSCs. 
Důvod, proč Yu et al. (2006) nebyli schopni získat EPI-NCSCs metodou založenou na 
jejich emigraci z vlasových folikulů, pravděpodobně spočívá v tom, že pro snadnější separaci 
dermis a epidermis použili dispasu. Již dříve bylo totiž prokázáno, že dispasa inhibuje 
schopnost melanomových buněk přichytit se k substrátu (Whalen a Ingber, 1989). Avšak 
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k tomu, aby mohly buňky z explantovaného folikulu emigrovat, je schopnost přichycení se ke 
kultivační podložce nezbytná. Dispasa nicméně neovlivnila schopnost buněk růst 
v neadhesivním prostředí a vytvářet sféry, což nakonec Yu et al. (2006, 2010) využili. My 
jsme dále prokázali, že i lidské EPI-NCSCs získané emigrací z explantovaného folikulu jsou 
schopné růst za neadhesivních podmínek po uvolnění z kultivační podložky. Z jedné buňky se 
tak vytvořila kolonie klonů v podobě sféry, což vypovídá o schopnosti sebeobnovy těchto 
buněk. 
Spontánní diferenciace EPI-NCSCs do některých derivátů NL je dána použitím media 
obsahujícího fetální sérum a kuřecí embryonální extrakt. Ty podporují jak 
přežívání/proliferaci, tak diferenciaci (Ito a Sieber-Blum, 1993). Nicméně, použité složení 
media umožňuje diferenciaci pouze do některých derivátů NL (hladké svalové buňky, 
neurony, prekursory glií a melanocytů).  
Cílená diferenciace indukovaná přídavkem neuregulinu 1 vedla ke zvýšení počtu gliových 
buněk ve srovnání s kultivací v mediu bez tohoto suplementu. Přidáním BMP2 do 
kultivačního media jsme nicméně, narozdíl od myších buněk, nedosáhli diferenciace do 
chondrocytů. To může mít několik vysvětlení: 
 1. Již dříve bylo prokázáno, že buňky NL získané z hlavové oblasti (jako myší buňky 
izolované z folikulů hmatových chlupů) a buňky NL z oblasti trupu reagují odlišně na stejné 
signály (Abzhanov et al., 2003). To je důsledkem odlišného Hox kódu, který se během vývoje 
uplatňuje v různých úrovních podél kraniokaudální osy (Alexander et al., 2009). Kožní 
biopsie byly získány z různých lokalizací. Pro diferenciační testy byly nicméně použity 
buňky, které nepocházely z oblasti hlavy. Buňky NL, které pocházejí z trupové oblasti a které 
během normálního vývoje chondrocyty netvoří, nemusí být tedy schopné reagovat stejným 
způsobem jako buňky pocházející z hlavové oblasti. Přestože již bylo dosaženo chondrogenní 
diferenciace u buněk pocházejících z trupové NL, byly při těchto experimentech použity jiné 
kultivační podmínky než v naší práci.  
2. Lidské EPI-NCSCs mohly ztratit responsivitu k BMP2 během kultivace.  
V dalších studiích tedy bude nutné studovat odlišné kultivační podmínky, případně použít 
kožní biopsie pocházející z obličeje, abychom byli schopni objasnit tyto otázky. 
3.4.5 Závěr 
Předložené výsledky dokládají, že se nám podařilo získat populaci lidských buněk, které 
mají charakter kmenových buněk NL, a to metodou, která dosud nebyla u lidských buněk 
úspěšně použita. Vzhledem k tomu, že vykazují velmi podobné vlastnosti jako myší EPI-
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NCSCs, které již byly úspěšně transplantovány, je možné předpokládat u nich obdobné 
chování v případě transplantace. Lidské EPI-NCSCs tudíž představují kandidátní buňky pro 
buněčnou terapii a regenerativní medicínu, zejména pak s ohledem na snadnou dostupnost 
zdrojové tkáně.  
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4. SOUHRN 
Neurální lišta je přechodná embryonální tkáň, která se vyskytuje pouze u craniat. Je 
specifikována velmi záhy během vývoje a některými autory je dokonce považována za čtvrtý 
zárodečný list. Po ukončení neurulace procházejí buňky NL epitelo-mesenchymovou 
transformací a invadují většinu embryonálních tkání, kde se v závislosti na podnětech 
přicházejících z okolního prostředí diferencují do široké škály buněčných typů.  
Tato dizertační práce je zaměřená na studium vlastností buněk neurální lišty a 
mechanismů, které se podílejí na jejím vývoji. Je založená na čtyřech originálních 
publikacích, z nichž dvě se neurální liště věnují v celém rozsahu. 
V první z těchto prací jsme pomocí imunohistochemie ukázali, že transkripční faktor C-
MYB je exprimován ve většině buněk vyvíjejícího se kuřecího embrya, přičemž v oblastech 
neurálních valů a migrujících buňkách NL je hladina jeho exprese zvýšená. V dalších 
experimentech jsme snížili expresi endogenního C-MYB pomocí morpholinových antisense 
oligonukleotidů a naopak pomocí virových vektorů jsme zvýšili expresi exogenního C-MYB. 
Ukázali jsme, že snížení hladiny C-MYB vede k zablokování EMT buněk NL, a to jak in vitro, 
tak po elektroporaci antisense oligonukleotidů do kuřecího embrya in vivo. Naopak zvýšená 
intracelulární hladina c-Myb vede k indukci NL i v „naivním“ neuroepitelu. Současně naše 
výsledky ukázaly, že přinejmenším u ptáků je c-Myb součástí signalizační kaskády BMP4, 
kde funguje jako aktivátor exprese genů, jež jsou u progenitorů buněk NL nezbytné pro 
transformaci epitelového fenotypu v mesenchymový.  
Další publikace se věnuje specifikaci buněk základu končetiny podél antero-posteriorní osy 
v postupných stadiích vývoje, tj. regulačnímu mechanismu, který se významně uplatňuje i při 
vývoji NL. Tato práce ukazuje, jak může změna exprese Hox genů ovlivnit vývoj tělesného 
plánu a vyústit ve změnu morfologie končetiny, která se projeví polydaktylií. In situ 
hybridizace prokázala, že delece regulačního úseku genu pro Plzf vede ke snížení jeho 
exprese v končetinových pupenech a následné anteriorní expansi expresních domén jeho 
cílových genů, tj. Hoxd10-13 v zadní končetině. 
Třetí publikace se věnuje určení vývojového původu mediálního okraje lopatky u savců. 
S využitím transgenních modelů myší a imunohistochemie jsme ukázali, že jeho původ tkví 
v somitech nikoliv v NL. Přestože tato část lopatky exprimuje Pax3, není její vývoj na rozdíl 
od ostatních svalů horní končetiny závislý na c-Met signalizaci.  
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V poslední práci jsme se zabývali studiem kmenových buněk NL izolovaných z vlasových 
folikulů dospělého člověka. Kmenové buňky jsou nezbytným předpokladem pro udržování 
tkáňové homeostasy u pravidelně se obnovujících tkání, tj. i vlasu a vlasového folikulu. 
Ukázali jsme, že oblast vyklenutí („bulge“) vlasového folikulu dospělého člověka obsahuje 
kmenové buňky NL. Po mechanické preparaci vlasového folikulu z kožní biopsie jsme 
přenesli oblasti bulge do tkáňové kultury, kde jsme získali buněčnou populaci, která 
exprimuje markery kmenových buněk NL i obecné markery „kmenovosti“. Dále jsme pomocí 
microarraye a RT-PCR ukázali, že expresní profily těchto buněk jsou velmi podobné 
obdobným buňkám získaným z  folikulů hmatových chlupů myši i čerstvě indukovaným 
premigratorním a migrujícím buňkám NL ptačího embrya. V neadhesivním prostředí 
vytvářely izolované buňky 3-dimensionální sféry, což potvrdilo jejich schopnost sebeobnovy. 
V sérovém mediu diferencovaly do některých derivátů NL  a po přídavku neuregulinu 1 
podléhaly cílené diferenciaci do Schwannových buněk. Získané výsledky tedy potvrdily 
identitu těchto buněk jakožto kmenových buněk NL.  
Studium mechanismů, které řídí vývoj NL, přináší poznatky, které nám mohou pomoci 
pochopit podstatu řady vývojových vad, které jsou poruchami ve vývoji NL vyvolány. Stejně 
tak by mohly kmenové buňky NL lokalizované v epidermis, vzhledem ke snadnému přístupu 
ke zdrojové tkáni a svým unikátním vlastnostem, představovat kandidátní buňky pro tkáňovou 
terapii a regenerativní medicínu. 
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Transcription factor c-Myb is involved in the regulation of the epithelial-mesenchymal 
transition in the avian neural crest. 
Karafiát V, Dvořáková M, Krejčí E, Králová J, Pajer P, Šnajdr P, Mandíková S, Bartůněk P, 
Grim M, Dvořák M. 
Cell. Mol. Life. Sci. (2005) 62(21):2516-25. 
V průběhu tohoto projektu jsem byla zodpovědná za imunohistochemickou detekci c-Myb. 
To zahrnovalo odběr a zpracování embryí, krájení histologických řezů, imunohistochemickou 
reakci (což předpokládalo vypracování optimálního protokolu pro imunohistochemickou 
reakci, neboť jsme měli protilátku vlastní výroby, která při standardních postupech 
vykazovala vysoké pozadí), analýzu výsledků.  
Dále jsem prováděla elektroporaci morpholinových antisense oligonukleotidů do kuřecího 
embrya in ovo, jejich odběr a zpracování pro imuhostochemii a analýzu výsledků. 
 
 
 
 
 
Deletion of a conserved noncoding sequence in Plzf intron leads to Plzf down-regulation 
in limb bud and polydactyly in the rat. 
Liška F, Šnajdr P, Šedová L, Šeda O, Chylíková B, Slámová P, Krejčí E, Sedmera D, Grim 
M, Křenová D, Křen V  
Dev Dyn. (2009) 238(3):673-84. 
Na výsledcích této publikace jsem se podílela přípravou sady RNA sond, které byly 
použity pro in situ hybridizaci. Tzn. amplifikace a izolace plasmidů, restričkní štěpení, in 
vitro transkripce a přečištění získané sondy. Dále pak na přípravě konkrétních protokolů pro 
in situ hybridizaci 
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Somitic origin of the medial border of the mammalian scapula and its homology to the 
avian scapula blade. 
Valášek P, Theis S, Krejči E, Grim M, Maina F, Shwartz Y, Otto A, Huang R, Patel K. 
J. Anat. (2010) 216(4):482-8. 
Můj podíl na této publikaci spočívá ve vyloučení potenciálního příspěvku buněk NL na 
vývoji mediálního okraje lopatky. Tzn. odběr a zpracování embryí transgenních myší, 
genotypizace, imunohistochemie a analýza výsledků. 
 
 
 
 
 
 
Isolation and characterization of neural crest stem cells from adult human hair follicles 
 
Krejčí E, Grim M 
 
Fol. Biol. In press 
 
 
Na řešení této problematiky jsem se podílela v celém rozsahu s výjimkou amplifikace 
RNA a její hybridizace na Illumina BeadChip, které provádělo servisní pracoviště Ústavu 
molekulární genetiky Akademie Věd. Moje práce zahrnovala mechanickou preparaci 
vlasových folikulů, kultivace buněk, imunocytochemickou analýzu, isolaci RNA a analýzu 
transkriptomu pomocí RT-PCR, analýzu výsledku microarraye.  
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